































PRRSV  non‐permissive  cell  lines were  shown  to  become  susceptible  to  PRRSV  infection  upon 
expression of recombinant entry receptors (e.g., PK15Sn‐CD163, PK15S10‐CD163). In the present study, we 
examined  the  suitability of different  cell  lines as a possible  replacement of primary pulmonary 









0.03)  and MARC‐145  (PRRSV1:  p  =  0.04  and  PRRSV2:  p  =  0.12).  Further,  a possible  correlation 
between cell tropism and viral genotype was assessed using PRRSV whole genome sequences in a 
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Porcine  reproductive  and  respiratory  syndrome  (PRRS)  is  one  of  the  most 
economically devastating swine diseases worldwide. PRRS virus (PRRSV), the causative 
agent of PRRS,  is  a  small  enveloped positive‐stranded RNA virus  that belongs  to  the 
Arteriviridae family in the order of the Nidovirales. The virus shows a high level of genetic 




subtypes  are  present  in Eastern Europe,  subgenotype  1  is  the  predominant  genotype 














known open reading  frames  (ORFs). The  replicase gene consists of ORF1a and ORF1b 
encoding two large nonstructural polyproteins, pp1a, and pp1ab. Both polyproteins are 




M, and N proteins. GP2/3/4  form  a disulphide‐linked heterotrimeric  complex  in virus 
particles.  It  was  postulated  that  GP4  is  critical  for  mediating  inter‐glycoprotein 
interactions and, along with GP2a, interacts with CD163, a step that is important for virus 





most  abundant  and multifunctional  protein.  It  is  supposed  to modulate  nucleic  acid 
binding and protein‐protein interactions [13]. The N protein interacts with itself through 
covalent  and  non‐covalent  interactions  [14].  The  N‐terminal  domain  of  the  protein 
contains many positively charged residues and presumably binds RNA [15]. A previous 




[17–20].  Long‐term  replication  in  superficial macrophages  in mucosae may  facilitate 
efficient virus transmission via oral and nasal secretions. In vitro, some PRRSV isolates 
were  also  found  to  replicate  in  a  non‐porcine  cell  line  that  does  not  belong  to  the 
monocyte/macrophage lineage, namely the African green monkey kidney cell line MA‐




receptors  determines  the  susceptibility  of  cells  for  a  PRRSV  infection. At  least  seven 
molecules have been described as entry mediators  for PRRSV: heparan  sulphate  (HS), 
Sialoadhesin (Sn, Siglec‐1, CD169), Siglec‐10, CD163, CD151, vimentin, DC‐SIGN (CD209), 
and MYH9  [4,23–27]. Several cell  lines, non‐permissive  for a PRRSV  infection, such as 
BHK‐21, PK15, and CHO‐K1, have been shown to become susceptible to PRRSV infection 
upon introduction and expression of the recombinant receptor proteins. Previously, we 






may be of use  to make autogenous vaccines  [29]. To determine  the suitability of using 
different  cells  as a possible  replacement  for PAM  cells  in  the  isolation and growth of 
PRRSV, we  compared  the  susceptibility of PAM with  that of  four different  cell  types: 







negative  herd,  as  described  previously  [30].  Cells were maintained  in  Roswell  Park 
Memorial Institute (RPMI) medium supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS), 
2mM  L‐glutamine,  1 mM  sodium  pyruvate,  1%  of  non‐essential  amino  acids,  and  a 
mixture of antibiotics. MARC‐145 cells, MARC‐145Sn, PK15Sn‐CD163, and PK15S10‐CD163 cells 


















RNA was  extracted  from  isolated viruses using  the Quick‐DNA/RNA viral kit  (Zymo 
Research),  after  which  a  PRRSV‐specific  enrichment  was  performed  prior  to  library 
preparation (LSK‐109; ONT) and sequencing on a new MinION flow cell (R9.4.1; ONT). 
The resulting raw data were basecalled, demultiplexed, and filtered using Guppy (v3.6; 
ONT),  qcat  (v1.1.0; ONT),  and NanoFilt  (v2.7.1)  [34],  respectively. De  novo  PRRSV1 
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genomes were generated using Canu  (v2.0)  [35], graphmap  (v0.5.2)  [36],  and medaka 
polishing (v1.0.0; ONT). Sequencing of the wild‐type PRRSV2 strains was done using the 
protocol  reported  earlier  [37,38].  In  brief,  viral RNA was  isolated  from PRRSV qPCR 
positive  clinical  samples with  a  poly(A)‐tail mRNA magnetic  isolation module  (New 
England BioLabs),  followed  by  in  vitro  synthesis  of dsDNA  (New England BioLabs), 
sequencing  libraries preparation, purification, and normalization  (Illumina Nextera XT 









genome,  and  a  phylogenetic  tree  was  constructed  using  IQ‐Tree  software  (v1.5.5) 
(http://www.iqtree.org/ accessed on 15 August 2019). The constructed tree was presented 












taken  to  denote  the  statistical  significance  in  between‐group  comparisons.  Similarly, 
strains with  high  titers  (≥3log10TCID50)  and  low  titers  (<3log10TCID50)  on  PAM were 
compared  and  analyzed.  The  results  were  illustrated  using  a  Manhattan  dot  plot. 
Significantly different  (p < 0.01 or < 0.001) residues between  the analyzed groups were 












PCR positive  serum  samples  from  the pig  farms were  titrated  simultaneously on 
PAM,  PK15Sn‐CD163,  PK15S10‐CD163,  MARC‐145,  and  MARC‐145Sn  cell  cultures.  Titration 
results are summarized in Table 1. In total, 77 samples (47 of PRRSV1 and 30 of PRRSV2 
samples) were tested. 62.3% of the samples were found to be positive with PAM, 46.8% 
on  PK15Sn‐CD163,  39.0%  on  PK15S10‐CD163,  28.6%  on MARC‐145Sn  cells,  and  27.3%  on 




cell  types  in  contrast  to  PRRSV2.  MARC‐145  and  MARC‐145Sn  cell  lines  showed  a 
significantly  lower  sensitivity  towards  PRRSV1  samples  as  compared  with  PRRSV2 











PAM  PK15Sn‐CD163  PK15S10‐CD163  MARC‐145Sn  MARC‐145 
PRRSV1  47  23 (48.9)  17 (36.2)  13 (27.7)  5 (10.6)  7 (14.9) 
PRRSV2  30  25 (83.3)  19 (63.3)  17 (56.7)  17 (56.7)  14 (46.7) 
All  77  48 (62.3)  36 (46.8)  30 (39.0)  22 (28.6)  21 (27.3) 
Next, the differences of viral titers of isolates were analyzed between cell types and 
virus genotypes  (Figure 1). PAM showed  the highest average titers compared with the 
other cell  types. Concerning  the virus  titers obtained with  the  five different cell  types, 
significant differences were observed between PAM and PK15S10‐CD163 (PRRSV1: p = 0.01 
and PRRSV2: p = 0.005), PAM and MARC‐145Sn (PRRSV1: p < 0.0001 and PRRSV2: p = 
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We  further  analyzed  the possible  residues or motifs  in  the PRRSV genomes  that 
might be related to the MARC‐145 permissiveness. The sequences were divided into two 
groups based on the titration results: one group containing all the isolates that have shown 
negative  titration  results  on MARC‐145  cells  and  a  second  group  containing  isolates 
showing  positive  titration  results  on  MARC‐145  and/or  MARC‐145Sn  cells.  Genetic 




















one  residue  in GP5  (at  position  78)  showed  a  significant  difference  between  the  two 
subgroups (p < 0.001): while 14 out of 16  isolates with a high titer on PAM showed an 
Isoleucine  (I) at position 78, 10 out of 14  isolates with a  low  titer had a Valine  (V). All 
residues which were identified as potential genetic markers for the cell tropism/titers are 
shown in Figure 3. 





field  isolates.  (A) The phylogenetic  tree  containing both PRRSV1  and PRRSV2  full‐genome  sequences with  available 
reference sequences  from GenBank,  labeled with countries.  (B) The distribution of  the  isolates  (PRRSV1 and PRRSV2) 
from the current study in the full‐genome phylogenetic tree. (C) Phylogenetic and phenotypic correlation analysis. The 
phylogenetic tree was constructed with an IQ‐Tree. The tree and the titration data set were combined. The bootstrap values 
above 70 were  indicated with blue circles  in each node of  the  tree. The heatmap  in  the  first column, besides  the  tree, 
represents the titration data tested in the five cell lines, as indicated. The second column represents the residues that are 





losses  caused  by  PRRSV.  Currently  available  modified  live  and  inactivated  PRRSV 
vaccines depend on in vitro virus production on MARC‐145 cells. In order to grow field 
isolates of PRRSV to high levels to make autogenous inactivated vaccines, susceptible cell 
lines are essential. Because of  its  restricted  cell  tropism, only a  limited number of cell 
culture options for PRRSV growth are available. In vivo, PRRSV shows a strict preference 
for certain macrophage subsets, such as porcine alveolar macrophages  (PAM)  that are 
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considered  to be  its primary  target. These primary porcine  cells  can be  isolated  from 




145  [22,41]. Currently,  the MARC‐145  cell  line  is most  commonly  used  in  veterinary 
diagnostic  and  research  laboratories  for  PRRSV  isolation,  propagation,  and  titration. 
However,  a  lot  of  strains  do  not  grow  in MARC‐145  cells,  especially  type  1  strains, 
therefore limiting their use for virus isolation [42,43]. A recent study demonstrated that 
only around half of the ZMAC (cell line derived from PAM) obtained isolates are able to 












PRRSV2  followed  by  PK15S10‐CD163.  These  two  cell  lines  showed  the  most  significant 
correlation  to  PAM  in  field  virus  isolation.  The  PRRSV1  isolate  1901_1166  was  not 
growing in PAM and MARC‐145 cells but was growing in PK15Sn‐CD163 and PK15S10‐CD163, 




















0.01).  In  a  previous  study,  we  have  demonstrated  that  GP2  amino  acid  residues  at 
positions  88,  94,  and  95  are  responsible  for  PRRSV1  adaptation  on MARC‐145  cells, 
pointing  towards  GP2  as  an  important  structural  protein  that  is  involved  in  the 
interactions with host cells, more precisely, in the interaction with the CD163 disassembly 











study  (187L)  could  be  an  additional  essential  indicator  residue  for  MARC‐145 
permissiveness for PRRSV2. 
Another important residue in the GP5 protein has been identified between low‐ and 
high‐level  PAM  growers. Almost  all  of  the  isolates with  high  titers  on  PAM  had  an 
Isoleucine at residue 78 (78I) of GP5. A previous study of our research team has shown 
that  Siglec‐1  is  involved  in  the  entry  process  by  interacting with  the GP5/M  protein 
complex  [46]. PK15Sn‐CD163 cell permissiveness  analysis  also  showed  that  residue  78I  is 
significantly  correlated  to  the  PK15Sn‐CD163 permissive  phenotype  (p  <  0.001)  (data  not 
shown). These results indicate that residue 78 of GP5 could be a potential interaction site 
with Siglec‐1. PRRSV nsp11, a replicative nidoviral uridylate‐specific endoribonuclease 
(NendoU)‐like  protein,  is  considered  as  a  major  genetic  marker  that  discriminates 
nidoviruses (Coronaviridae, Arteriviridae, and Roniviridae) from all other RNA virus families 
[47]. It plays an important role in viral RNA synthesis and the viral life cycle [48]. A recent 
study  demonstrated  that  nsp11  can  promote  the  replication  of  PRRSV,  indicating  its 
important  in  the  replicative  cycle of PRRSV  [49]. PRRSV nsp11  spans  residue 3607G  ‐







Serine (S3760)  is present in most of the  isolates from  this  latter group. 3760F  is  located 
between the two catalytic residues 3750H and 3779K. A mutation from phenylalanine (an 
amino  acid  with  a  hydrophobic  side  chain)  to  serine  (an  amino  acid  with  a  polar 
uncharged side chain) could potentially  impact the catalytic activity for the residues of 







indicating  that  some  PRRSV  variants  may  have  a  tropism  for  a  subpopulation  of 
macrophages different from PAM. (ii) There is a clear correlation between the virus titer 
in PAM and the virus titers in PK15Sn‐CD163 (p < 0.0001) and PK15S10‐CD163 cells (p ≤ 0.0001). 
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